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Abstract
　　　　Since　the　association　of　ossification　of　the　spinal　ligament　with　insulin　resistance　and　obesity　syndrome　has
recently　been　reported，　the　involvement　of　insulin／Insulin　like　growth　Factor－1（IGF－1）signals　in　spinal
ligament　cells　was　investigated　in　fa／fa　rats，　which　develop　leptin　resistance　and　abnormal　glucose　tolerance．
　　　　The　following　three　type　of　rats　were　used：（1）　fa／fa　rats　（Zucker　f　atty　rat　（ZFR）　gi’oup），　（2）
monosodium　glutamate－treated　Fa／Fa　rats（monosodium　glutamate〔MSG〕group），　and　Fa／Fa　rats（control
group）．　Each　group　consisted　of　20　male　rats　aged　6　to　8　months．　Thoracotomy　was　performed　under　general
anesthesia　and　blood　was　collected．　Fasting　blood　glucose，　insulin，　and　leptin　were　measured．　The　thoracic
vertebrae　at　the　T　l　to　6　level　were　excised，　and　paraffin－embedded　thin　sections　were　prepared　and　stained　with
hematoxylin　（H．E．）　and　Toluidine　（T．B．）．　lmmunohistological　staining　of　insulin　receptors，　IGF－1　receptors，
and　insulin　receptor　protein　substrate　1　and　2　（IRS）　was　performed　using　the　LsAB　method，　and　the　number
and　the　area　ratio　of　positive　cells　were　investigated　using　NIH　lmage．
　　　　The　ZFR　and　MSG　groups　developed　hyperleptinemia　and　hyperinsulinemia　at　an　age　of　6　months　or
older．　No　continuous　ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament　was　noted　in　any　of　the　animals，　but
bulging　continuous　to　the　intervertebral　disc　was　significant．　On　histologjcal　staining，　bulging　of　the　canilage
endplate，　destruction　of　the　fibrous　ring　accompanied　by　an　increase　in　the　number　of　chondrocyte－like　cells　at
the　ligament　attachment　site，　and　fibrocartilage　hyperplasia　were　significant　in　the　ZFR　group．　Insulin／IGF－1
receptor－positive　cells　significantly　increased　in　the　ZFR　and　MSG　groups．　IRS－1－positive　cells　significantly
increased　in　the　cartilage　endplate　and　the　enthesis　region　in　the　ZFR　group，　but　IRS－2－positive　cells　slightly
decreased　in　the　ZFR　group，　compared　to　those　in　the　MSG　and　control　groups．
Introduction
　　In　recent　years，　an　involvement　of　obesity　and　the
abnormal　glucose　tolerance　associated　with　it　in
ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament
（OPLL）　has　been　pointed　out．　More　specifically，
epidemiological　surveys　of　OPLL　have　shown　an　associ－
ation　with　abnormal　glucose　tolerance　in　a　high　percent－
age　of　cases，　but　it　has　been　repoited　that　its　severity　is
mild　in　the　non－insulin－dependent　diabetes　（NIDDM）
group　and　that　a　high　frequency　of　severe　ossification　is
observed　in　the　borderline　type，　which　exhibits　a　mild
degre 　of　insulin　r sistancei）．
　　The　a ipocytokines，　such　as　tumor　necrosis　factor－a
（TN　F－ev），　leptin　and　adiponectin，　which　are　secreted　by
white　fat　cel s　and　modulate　insulin　sensitivity，　have
been　found　to　play　an　important　role　in　modulating
insulin　sensitivity　in　obesity2）3），　and　insulin　actions　are
ought to　increase　or　decrease　according　to　differences
in　sensitivity　to　these　adipocytokines．　ln　addition，　in
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recent　years，　an　increase　or　decrease　in　the　contribution
of　insulin／IGF－1　signals　to　osteoblasts　mediated　by
insulin　receptor　substrates　1　and　2　（IRS－1　and　一2）　and　an
effect　on　bone－forming　ability　have　been　reported‘）5），
and　based　on　the　bone　morphology　of　mice　with　gene
defects，　it　has　been　learned　that　IRS－1　is　mainly　respon－
sible　for　maintaining　metabolic　turnover　in　bone5）　and
that　IRS－2　has　an　inhibitoiy　effect　on　bone　resorption6）7）．
Moreover，　leptin　actions　have　been　found　to　be　mediat－
ed　by　IRS－28）9），　and　the　presence　or　absence　of　leptin
resistance　and　local　differences　in　insulin／IGF－1　signa－
ling　sensitivity　in　OPLL，　which　is　common　among
Japanese，　are　associated　with　ectopic　ossification　in　the
spinal　ligaments　in　a　high－insulin　environment，　therefore
we　conducted　this　experiment．
　　The　Zucker　fatty　rats　（ZFR）　we　possess　are　an　animal
model　of　obesity　that　were　identified　by　Zucker　et　al．　as
a　natural　spontaneous　mutation　among　the　13M　strain
of　hybrid　rats　between　13C　albino　strain　rats　and　M
strain　black　ratsiO）．　They　inherit　obesity　through　a
simple　recessive　gene　（fa），　and　homozygous　recessive
animals　are　infertile　because　of　incomplete　gonadal
development，　A　250／o　rate　of　expression　is　obseiyed　when
crossed　with　heterozygous　rats．　Homozygous　recessive
rats　（fa／fa）　are　considered　ZFR，　while　heterozygous　rats
（Fa／fa）　and　homozygous　dominant　rats　（Fa／Fa）　are
called　Zucker　lean　rats，　and　it　is　easy　to　distinguish
between　them　because　the　ZFRs　begin　to　exhibit　obesity
around　4　weeks　after　birth．　The　fa／fa　Zucker　Fatty
RatsiO）　maintained　in　our　department　are　a　model　of
naturally　occurring　OPLLi2）i3）　and　exhibits　hyper－
phagia，　obesity，　hypogonadism，　decreased　secretion　of
growth　hormone，　and　reactive　severe　hyperleptinemia
and　hyperinsulinemia，　caused　by　impaired　leptin　signal
transmission　due　to　a　congenital　leptin　receptor　gene
function　abnormality’i）（Fig．　1）．　The　fa／fa　rats　have　an
internal　environment　that　resembles　that　of　so－called
obesity　syndrome　in　humans　and　of　early　NIDDM
patientsi‘），　 nd　are　highly　suitable　as　experimental　ani－
mals　to　use　to　elucidate　OPLL，　obesity，　and　insulin
s nsitivi y．　Because　many　humoral　factors　may　have　an
ssificat on－enhancing　action，　Kimura　et　al．　in　our
department　selectively　destroyed　the　hypothalamic　ar－
cuate　 ucl us　of　Wistar　rats　with　monosodium
glutamate　（MSG）　to　induse　hyperleptinemia　and　hyper－
insulinemia，　the　same　as　fa／fa　rats　because　of　a　postnatal
sence　of　feeding　inhibition，　and　using　a　group　of
a imals　that develop　early　NIDDM　as　a　control　group，
they exa ined　the　spinal　ligaments　but　found　no　clear
evidence　of　cell proliferationi5）i6）．　Nor　has　ectopic
ossifica ion　of　the　spinal　ligaments　been　observed　in
other　animal　models　of　NIDDMi7），　suggesting　that
ctopic　ossification　does　not　develop　because　of　hyperg－
lycemic　and hyperinsulinemic　conditions　alone．　ln　the
present　study，　we　treated　Fa／Fa　rats　of　the　same　strain
（Zucker lean　r ts）　with　MSGi8）’9），　used　Fa／Fa　rats　not
treated　wi 　MSG　as　a　control　group，　and　immunohisto－
chemically　inve tigated　the　involvement　of　insulin／IGF－
1 signals　and　leptin　signals　in　posterior　spinal　ligament
attachment　sites　and　osteoblast　differentiation　in　an
obese　environm nt．
Materials　and　Methods
　　Three　groups　of　experimental　animals　were　used　in
this study：　an　fa／fa　rat　gro　up　（Zucker　fatty　rat　group），
　monosodium　glutamate　treated　Fa／Fa　rat　group
（MSG　g oup），　and　an　Fa／Fa　rat　gi’oup　（Non　fatty　rat
group）　as　a　control　group．　All　animals　were　6一　to
8－month－old　males，　and　there　were　20　animals　in　each
group（Fig．2）．　MSG（W ko　Pure　Chemical　Industries，
Ltd．　Osaka，　Japan）　treatment　consisted　of　subcutaneous－
y　injecting　newborn　rats　obtained　by　mating　hom－
ozygous dominant　Fa／Fa　rats　with　MSG　4　mg／g　body
weight　on　5　consecutive　days，　starting　on　the　day　after
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Fig．1　The　materials　and　leptin　receptor．
　　　　　　In　the　three　groups，　sensitivity　of　the　receptors　was　decreased　systemically　due　to　mutation　of　the　genes
　　　　　　responsible　for　the　receptors　in　the　ZFR　group．　ln　the　MSG　group，　only　the　arcuate　nuclei　in　the　feeding　center
　　　　　　were　destroyed．
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The　phenotypes　of　three　groups．
The　phenotypes　of　the　three　groups　at　the　age　of　I　O　months，　overeating　caused　excess　obesity　very　similar　to　ZFR
in　the　MSG　group　at　the　age　of　about　6　months．
birth．　At　approximately　8　months　of　age，　the　thorax
was　opened　under　general　anesthesia，　and　the　animals
were　exsanguinated　by　withdrawing　blood　from　the
right　auricular　appendage．　Serum　fasting　glucose，　insu－
lin，　and　leptin　concentrations　were　measured．　Animals
were　killed，　blood　was　collected　from　the　right　ventricle，
and　the　concentrations　of　the　same　substances　were
measured．　After　exsanguination　from　the　left　ventricle
and　perfusion　with　physiological　saline　solution，　per－
fusion　fixation　was　performed　with　4％　paraformalde－
hyde．　The　upper　thoracic　vertebrae，　T　l　to　6，　were
excised，　and　after　fixation　for　48　hours，　they　were　defat－
ted　in　ethanol　for　48　hours，　decalcified　with　200／o　EDTA
for　approximately　two　weeks，　and　thin　sagittal　paraflin
sections　were　prepared．　Hematoxylin　and　eosin　（H．E．）
and　pH　4．1　toluidine　blue　（T．B．）　were　used　for　his－
tological　staining．　A　MAX－PO　kit　（Nichirei　Bios－
ciences，　Tokyo，　Japan）　was　used　for　immunohisto－
chemical　staining．　All　of　the　primary　antibodies，　i．e．，
anti－insulin　receptorβ，　anti－IGF－l　receptorβ，　and
anti－IRS　（insulin　receptor　protein　substrate）　1　and　2，
were　from　the　Santa　Cruz　Biotechnology，　lnc　（Santa
Cruz，　CA，　U．S．A．）．　The　number　of　positive　cells　was
counted　with　NIH　lmage　software，　and　statistical　com－
parisons　between　pairs　of　groups　were　made　by　means　of
Student’s　unpaired　t　test　（950／o　confidence　intervals）．
Results
　　The　blood　glucose　levels　in　the　ZFR　group　were　close
to　normal　and　tended　to　rise　from　6　months　of　age
onward，　but　whereas　a　mild　increase　in　blood　glucose
level　was　observed　in　the　MSG　gi’oup．　Both　the　ZFR
group　and　MSG　group　exhibited　hyperleptinemia　and
hyperinsulinemia　from　6　months　of　age　onward　（Fig．　3）．
In　th 　ZFR　group，　H．E．　staining　of　the　inteiTvertebral
disks　of the　upper　thoracic　vertebrae　（5th　thoracic　verte－
bra）　sh wed　destruction　of　the　annulus　fibrosus　of　the
intervertebral　disk，　degeneration　toward　elastic　fibers，
and　the　appearance　of　osteoblasts　and　calcification　in
the　cartilage　end　plate　and　ligament　attachment　sites．
Th boundaries　of　the　ligament　attachment　sites　in　the
ZFR　group　were　indistinct，　and　caitilage　end　plate
th ckening　and　an　increase　in　the　number　of　hypertro－
phic　chondrocytes　were　observed．　The　structure　of　the
annulus fibrosus　had　been　maintained　in　both　the　MSG
group　and　NFR　group　（Fig．　4）．　ln　addition，　at　high
power　（200　×　），　an　increase　in　hypertrophic　chondrocytes
a d　osteob ast－like　cells　was　observed　in　the　destroyed
annulu 　fibrosus　in　the　ZFR　group．　Marked　enlarge－
ment　of　the　matrix　and　irregularity　of　the　endplate　were
observed　in　the　caitilage　end　plate　in　the　ZFR　group
alone（Fig．5）．　T．B．　staining　of　the　intervertebral　disk
of　 he　upper　thoracic　veitebrae　（5th　thoracic　vertebrae）
in　the　MSG　group　revealed　thickening　of　the　cartilage
end　plate nd　irregularity　of　the　front　line　of
calcification．　ln　the　ZFR　group，　even　severer　calcifi－
cation　as ociated　with　the　irregularity　and　numerous
osteoblasts　in　the　periphery　containing　many　hypertro－
phic　chondrocyte－like　cells　was　observed　in　the　cartilage
nd plate　and　ligament　attachment　sites　（Fig．6）．
Higher　magnification　of　the　annulus　fibrosus　and　carti－
lage　end　plate　in　the　ZFR　group　revealed　the　appearance
of　hy ert ophic　cartilage－like　cells　containing　large
vacuoles　and　an　increase　in　number　of　cells，　and　thicken－
ing　of　the　tissue　at　the　ligament　attachment　sites　and
increases　in　cells　accompanied　by　the　emergence　of
fibroblas s　and　j uvenile　osteoblasts　were　observed．
　 Immunohistochemical　staining　with　anti－insulin　rece一
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Fig．3　Blood　test　results．
　　　　　（a．）　The　fasting　blood　glucose　level　was　slightly　higher　in　the　MSG　group．
　　　　　（b．）　The　blood　insulin　levels　in　the　ZFR　and　MSG　groups　were　about　5　times　the　level　in　the　NFR　group　after
　　　　　the　age　of　6　months．
　　　　　（c．）　Thee　blood　leptin　levels　in　the　ZFR　and　MSG　groups　were　about　20　times　the　level　in　the　NFR　group
　　　　　after　the　age　of　6　months．
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The　sagittal　sections　of　intervertebral　disc　at　the　age　of　8　months．　（H．E．一stained　×20）
In　the　ZFR，　the　fibrous　ring　ruptured　and　degenerated　to　elastic　fibers，　and　fibroblasts　appeared　and　were
calcified　in　the　cartilage　endplate　and　ligament－attached　site．
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Fig．　5The　sagittal　sections　of　intervertebral　disc　at　the　age　of　8　months．　（H．E．一stained　×200）　（a，　b，　c：　fibrous　ring，
d，　e，　f：　cartridge　endplate）
Hypertrophic　chondrocytes　and　fibroblast－like　cells　increased　in　the　fibrous　ring　in　the　ZFR　group．　ln　the
cartilage　endplate，　the　matrix　was　expanded　and　the　endplate　was　irregular　in　the　ZFR　group，　but　the　changes
were　slight　in　the　other　2　groups．
ptor　rs　antibody　revealed　significantly　more　cytoplasmic
positive　cells　among　the　hypertrophic　chondrocytes　in
the　fibrous　ring，　ligament　attachment　sites，　and　cartilage
endplate　in　the　ZFR　group　in　the　other　two　groups，　and
a　small　number　of　positive　cells　were　seen　in　the　MSG
group（Fig．7a）．　Anti－IGFI　receptor　antibody　6　stain－
ing　showed　an　increase　in　the　number　of　cytoplasmic
positive　cells　in　the　destroyed　fibrous　ring　and　in　the
ligament　attachment　sites　in　the　ZFR　group，　and　spo－
radic　positive　cells　were　observed　among　the　chon一
droc tes　in　the　fibrous　ring　in　the　other　two　groups．
Both immunohistochemical　stainings　in　positive　cells
showed cell　membrane　and　cytoplasmic　staining　（Fig．
7b）．
　　With　anti－IRS－1　antibody　staining　significantly　more
cytoplasmic　positive　cells　were　observed　among　the
hypertrophic　chondrocytes　in　the　destroyed　fibrous　ring
and　in　the　ligament　attachment　sites　and　the　cartilage
end　plate　in the　ZFR　group．　A　slight　increase　in
positive　cells　was　observed　in　the　fibrous　ring　in　the
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Fig．6　The　sagittal　sections　of　the　upper　thoracic　intervertebral　disc　at　the　age　of　8　months．　（T．B．一stained　×20）
　　　　　　In　the　T．B．一stained　sections，　irregular　views　of　the　cartilage　endplate　and　ligament－attached　site　in　the　ZFR
　　　　　　group．
MSG　group，　compared　to　the　N　FR　group　（Fig．　7c）．
Anti－IRS－2　antibody　staining　revealed　the　presence　of
cytoplasmic　positive　cells　in　the　fibrous　ring　in　the　N　FR
group，　but　a　decrease　in　positive　cells　was　seen　in　the
ZFR　group．　Although　sporadic，　positive　cells　were
seen　in　parts　of　the　fibrous　ring　and　cartilage　end　plate
（Fig．　7d）．
　　We　used　NIH　lmage，　and　compared　the　numbers　of
positive　cells　as　a　result　of　the　above　immunostaining　at
the　same　site，　within　the　same　surface　area　（per　O．2　mm2），
of　ligament　attachment　sites　（n＝20）　by　Student’s
unpaired　t－test　（95％　confidence　intervals）．
　　The　results　revealed　that　the　number　of　IRS－1－positive
cells　was　145．9±43．1　（mean±SD）　in　the　N　FR　group，
115．9±249　in　the　MSG　group，　and　279．8±113．1　in　the
ZFR　gi－oup，　and　a　significant　increase　in　IRS－1－positive
cells　was　observed　in　the　ZFR　group　compared　to　the
NFR　group　and　MSG　group．　There　was　also　a
significant　increase　in　the　number　of　IRS－1－positive　cells
in　the　ZFR　group　compared　to　the　MSG　group　（Fig．
8a）．
　　The　IRS－2－positive　cell　counts　revealed　178．4±48．6　in
the　NFR　group，　100．4±45．1　in　the　MSG　group，　and
73．6±31．4　in　the　ZFR　gi’oup，　and　significant　decreases
in　numbers　of　positive　cells　were　observed　in　the　ZFR
group　and　MSG　group，　in　that　order，　compared　to　the
NFR　group．　A　significant　decrease　in　number　of
positive　cells　was　also　observed　in　the　ZFR　group
compared　to　the　MSG　group　（Fig．　8b）．
Discussion
We　prepared　MSG－treated　Fa／Fa　rats，　which　are　an
animal　model　of　spinal　ligament　ossification　and　from　6
months　of　age　onward　exhibit　hyperleptinemia　and
hyperinsulinemia， as　in　leptin－resistant　fa／fa　rats，　and
performed　immunohistological　staining　of　spinal　liga－
men s　and　an　immunohistological　study　of　insulin／IGF－
1　signals　in　the　sam 　cells．
　　The　actions　of　leptin　on　bone　have　been　elucidated　by
studies　on　obesity　in　recent　years，　and　in　addition　to
showing　expression　of　its　receptors　in　the　cartilage
growth plates　of　the　long　tubular　bones　during　the
growth　stage　and　a　direct　action　on　bone　growth，　they
have　revealed　leptin　has　a　differentiation　inhibiting
action　on　osteoblast　differentiation　and　on　adipocytes，
and　that　it　modulates　osteoblast　differentiation　from
bone　marrow　adipocytes　in　a　paracrine　manner20）．　On
the　other　hand，　a　central　bone　modulating　action　of
leptin　h s　been　reported，　and　the　existence　of　a　central
inhibitory　pathway　via　the　leptin－ventromedial　hypoth－
alamic　nucleus－sympathetic　nervous　system　mediated　by
P2　receptors　expressed　in　osteoblasts　has　been　reported2i）
（Fig．　9）．　Expression　of　le2　receptors　has　been　observed
immunohistochemically　in　the　spinal　ligament　cells　and
bone　marrow cells　of　the　rats　used　in　our　department，
data　 ot　shown，　and　there　were　differences　in　the
amounts of　expression　between　the　three　groups．　A
marked　increase　in　bone　mass　associated　with　an
increase in　bone　f irnation　in　the　j　uvenile　stage，　the
same as　in　leptin－deficient　ob／ob　mice　and　leptin－
receptor　deficient　mice，　was　obseiyed　in　the　ZFR，　but
abnormal　bone　mass　has　not　been　found　in　dietary　obese
rats　or　mice．　ln　studies　on　the　relationships　between
hyper nsulinemia　and　the　abnormal　glucose　tolerance
（6）
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ZFR NFR MSG
Immunohistochemical　stainings．
（a）　Staining　with　anti－insulin　receptor　6　antibody　（×100）
Significant　positivity　in　membrane　and　cytoplasmic　staining　was　noted　in　hypertrophic　chondrocytes　in　the
fibrous　ring　and　ligament　attached　site　in　the　ZFR　group　compared　to　the　other　2　groups．
（b）　Staining　with　anti－IGF－1　receptor　6　antibody　（×100）
Positive　cells　increased　in　the　ruptured　fibrous　ring　and　the　ligament－attached　site　in　the　ZFR　group．　Positive
fibrous　ring　chondrocytes　were　scarcely　present　in　the　other　2　groups．
（c）　Staining　with　anti－IRS－1　antibody（×100）
Significant　positivity　was　noted　in　hypertrophic　chondrocytes　in　the　ruptured　fibrous　ring，　ligament－attached　site，
and　cartilage　endplate　in　the　ZFR　group．　Positive　cells　show　cystoplasmic　staining．
（d）　Staining　with　anti－IRS－2　antibody　（×100）
Positive　cells　were　noted　in　the　fibrous　ring　in　the　control　NFR　group，　but　markedly　fewer　positive　cells　were
noted　in　the　ZFR　group．
（7）
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NIH　image　results．
（a）　The　number　of　IRSI　positive　cells
The　number　of　IRS－1－positive　cells　was　significantly　higher　in　the　ZFR　group　than　in　the　NFR　and　MSG
groups．　The　positive　cells　were　also　noted　in　the　MSG　group，　and　the　number　was　significantly　different　from
that　in　the　ZFR　group．
（b）　The　number　of　IRS2　positive　cells
IRS－2－positive　cells　decreased　in　the　order　of　the　ZFR　group　and　MSG　group，　and　the　numbers　were
significantly　different　from　that　in　the　NFR　group．
　
建ll
熱撫
environments　and　spinal　ligament　ossification，　Y　amaza－
ki　et　al．　did　not　detect　ectopic　ossification　in　the　spinal
ligaments　of　a　rat　model　of　obesity　in　NIDDM　（OLETF
rat）’7），　and　Kimura　et　al　of　our　own　department　did　not
find　any　clear　changes　in　the　spinal　ligaments　of　MSG－
treated　Wistar　ratsi5）i6），　suggesting　that　hyperinsulinemia
alone　is　insuMcient　to　cause　ectopic　ossification　to
develop　in　the　spinal　ligaments．
　　Thus，　an　interacti　on　between　resistance　（decreased
sensitivity）　due　to　a　leptin　receptor　abnormality　and
hyperinsulinemia　appears　to　be　a　causative　factor　in　the
increase　in　bone　mass　and　promotion　of　ectopic
ossification　in　ZFR，　and　although　there　were　no
increases　in　bone　mass　in　ZFR　in　the　j　uvenile　stage，
since　in　the ex ple　in　the　ZFR　in　our　own　experiment
and　in　the　exam les　in　the　literature，　the　decreases　in
bone　mass　in　individuals　50　weeks　or　more　of　age，　in
which　the　amount　of　insulin　secretion　decreases，　were
more　marked　than　in　lean　rats　（ZFR　and　NFR）　of　the
same　strain22），　the　interaction　between　leptin　resistance
and　hyperinsul nemia　is　deeply　involved　in　the　develop－
ment　of　ectopic　ossification，　and　investigation　from　that
standpoint　appears　necessary．　Among　IRSs　in　insulin／
IGF－1　signal　transmission，　local　differences　in　sensitivity
to　IRS－l　 nd　IRS－2　which　are　involved　in　bone　forma一
　　　　　　　　　　　　　　　　’
tion，　have been　thought　to　be　a　factor　in　ectopic
ossification　of　the　spinal　ligaments，　and　we　investigated
differ ces in　the　amounts　of　expression　of　IRS－1　and　一2
（8）
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Fig．9　The　endocrirle　action　mechanism　of　leptin　in　ZFR．
　　　　　　The　leptin　receptor－mediated　central　bone　regulation．　Leptin　acts　on　the　hypothalamic　arcuate　nuclei，　and
　　　　　　inhibits　eating　and　enhances　the　sympathetic　nervous　system　through　the　ventromedial　nucleus，　which　inhibits
　　　　　　differentiation　of　osteoblasts（β2　stimulation）．
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Metabolic　effects ERK　1／2 Osteoblast　T
Crosstalk　of　Insulin／IGF－1　signals　and　leptin．
In　ZFR，　systemic　leptin　resistance　destroyed　the　central　bone　regulation，　resulting　in　not　only　deficient
inhibition　of　ossification　but　also　decreases　downstream　signals　ofIRS－2　and　negative　feedback　to　IRS－1，　which
may　increase　IRS－1　signals　for　compensation　in　spinal　ligament　cells．
in　the　three　groups　in　the　present　study　immunohisto－
chemically．　Quantitative　determination　in　each　group
by　Western　blot　is　currently　under　way　to　investigate
signals　downstream．
　　Studies　on　IRS－2－deficient　mice　in　recent　years　have
reported　leptin　resistance　in　their　hypothalamus，　liver，
and　vascular　endothelial　cells，　which　has　an　action　to
ameliorate　insulin　sensitivity　mediated　by　IRS－2．　lt　has
been　found　that　the　mechanism　of　action　is　that　mainly
Jasus　kinase　2　（JAK2）　and　The　signal　transducer　and
ac ivator　of　transcription　3　（STAT3）　are　tyrosine　phos－
phor lated　by　leptin　signals23）　to　activate　phosphoryla－
tion　of　IRS－2　and　the　downstream　signal　transmission
system through　JAK／STAT，　and　improve　insulin　resis－
tance．　Leptin　and　the　insulin／IGF－1　signal　transmis－
sion　system　have　been　reported　to　share　a　common
pathway．
　　Immunohistolog cal　investigation　of　the　spinal　liga一
（9）
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ment　cells　in　the　three　groups　in　this　experiment　showed
a　slight　tendency　toward　a　slight　decrease　in　IRS－2－
positive　cells　in　the　chondrocyte　proliferation　sites　of　the
annulus　fibrosus　of　the　intervertebral　disks，　the　cartilage
end　plates，　and　the　ligament　attachment　sites　of　ZFR
group　compared　to　the　MSG　rat　group　and　NFR　group．
However，　a　significant　increase　in　IRS－1－positive　cells
was　observed，　suggesting　mainly　an　increase　in　cell
proliferation　signals　mediated　by　IRS－1　in　the　spinal
ligament　cells　of　ZFR，　but　its　central　bone　inhibiting
action　was　deficient　because　of　a　leptin　receptor　abnor－
mality　in　the　ventromedial　nucleus　ofthe　hypothalamus．
By　contrast，　transmission　of　the　bone－formation　promot－
ing　action　of　leptin　on　spinal　ligament　cells　is　impaired
by　the　receptor　function　abnormality，　and　a　reduction　in
phosphorylation　downstream　from　IRS－2　may　occur．
Since　the　signals　to　phosphatidylinositol　3－kinase
（PI3K）　and　3－phospoinositide－dependent　protein　kinase
1　（PDKI），　the　glucose　metabolizing　pathways　down－
stream　from　IRS－2，　are　decreased　in　the　insulin　signal
transmission　pathway，　negative　feedback　to　IRS－1
mediated　by　them　is　suppressed，　and　it　appears　possible
that　signals　downstream　from　IRS－1，　which　is　respon－
sible　for　the　cell　proliferation　action　mediated　by
ectracellular　signal－regulated　kinase　1／2　（ERK　I／2
kinase），　are　increased　in　the　high－insulin　environment　in
ZFR　（Fig．　10）．
　　On　the　other　hand，　although　the　MSG－treated　rats，
which　are　a　model　of　dietary　obesity　and　diabetes，
exhibited　hyperleptinemia，　it　appears　that　a　bone
modulating　action　by　the　sympathetic　nervous　system
mediated　by　leptin　receptors　exists　in　the　ventromedial
nucleus，　that　central　bone　modulation　（inhibitory）
occurs，　and　that　IRS－2　phosphorylation　in　insulin／IGF－
1　signal　transmission　in　the　spinal　ligament　cells　is
affected　and　stimulated　by　hyperleptinemia，　and　it　was
concluded　that　observing　an　increase　in　bone　mass　or
spinal　ligament　ossification，　such　as　occurs　in　dietary
obese　rats　or　in　genetically　obese　and　diabetic　rats，
would　be　unlikely．　Differences　in　sensitivity　to　insu－
lin／IGF－1　signals　at　ectopic　calcification　sites，　and　espe－
cially　to　IRSs，　which　result丘om　leptin　resistance，　may
be　deeply　involved　in　spinal　ligament　ossification，　and　it
appears　that　in　the　future　it　may　be　necessary　to　assess
how　quantification　of　the　various　signals　downstream
and　the　influence　of　bone　formation　modulation　by　the
symp　athetic　nervous　system　affect　the　development　and
progression　of　ligament　ossification．
　　We　prepared　MSG　rats，　which　from　6　months　of　age
onward　exhibit　hyperleptinemia　and　hyperinsulinemia，
the　same　as　leptin－resistance　ZFR，　and　investigated
insulin／IGF－1　signal　sensitivity　in　spinal　ligament　cells
immunohistochemically．　A　significant　increase　in　IRS－
1－positive　cells　was　observed　at　the　cartilage－like　cell
growth　s t s　in　th 　spinal　ligaments　of　fa／fa　rats，　which
have　systemic　leptin　receptor　resistance，　but　there　was　no
incre se　in　IRS－2positive　cells，　suggesting　an　increase　in
cell　prolifer tion　signals　mainly　mediated　by　IRS－1．
Conclusion
　　Insulin／IGF－signals　in　spinal　ligament　cells　were
investigated　in　leptin－resistant　rats．　IRS－1－positive　cells
increased　in　the　hyperplastic　chondrocyte－like　cell
region，　but　IRS－2－positive　cells　did　not，　suggesting　that
IRS－1－mediated　signaling　for　cell　proliferation　was　en－
hanced．
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レプチン抵抗性ラット脊柱靱帯細胞における
インスリン・IGF　1シグナル経路の検討
久　保　宏　介 山　本　謙　吾
木　村　　　大
東京医科大学整形外科学講座
渡　辺 淳
【要旨】脊柱靱帯骨化とインスリン抵抗性および肥満症候群の関連が近年報告されており、レプチン抵抗性と耐糖能異常
を来すfa／faラットの脊柱靱帯細胞におけるインスリン・IGF－1シグナル関与を検討した。
　実験動物は（1）fa／faラット（ZFR群）、（2）monosodiumGlutamete処置Fa／FaRat（MSG群）、（3）Fa／FaRat（Con－
trol群）、月齢6～8カ月雄個体各20匹使用した。全麻後開胸し採血を施行し、空腹時血糖、インスリン、　IGF－1、レプチ
ン値を測定した。Th　l～6高位胸椎を摘出し、パラフィン薄切切片を作製、　HE、　TB、インスリン受容体、　IGF－1受容体、
IRS（インスリン受容体蛋白基質）1と2についてLsAB法で免疫組織染色を行い陽性細胞数をNIH　Imageで検討した。
　ZFR群、　MSG群はともに6カ月齢以降、高レプチン血症、高インスリン血症を呈した。摘出した上位胸椎は、　ZFR群
に椎体高減少と骨梁幅低下を認めた。明らかなPLLの連続性骨化例は認めなかったが、椎間板に連続する膨隆像を有意に
認めた。組織学的染色ではZFR群において軟骨終板の膨隆、靱帯付着部における軟骨様細胞数増加を伴う線維輪破綻と線
維軟骨増生を有意に認めた。ZFR群、　MSG群の両群でインスリン・IGF－1受容体陽性細胞は有意な増加を認めており、特
にZFR群の軟骨終板、　Enthesis部にIRS－1画面となる細胞の有意な増加を認めた。一方で同部位でのIRS－2陽性細胞は
MSG群とControl群に比較し軽度減少を認めた。
　レプチン抵抗性ラットの脊柱靱帯細胞におけるインスリン・IGF－1シグナルの結果、軟骨様細胞増生部にはIRS－1陽性
細胞の増加を認めたが、IRS－2陽性細胞の増加は認めず、主にIRS－1を介する細胞増殖シグナルの充進が示唆された。
〈キーワード〉インスリン／IGF－1シグナル、レプチン、　Zucker　Fattyラット、脊柱靱帯骨化、後縦靱帯骨化症
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